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1	  INLEDNING	  	  Människor	  och	  djurarter	  utsätts	  kontinuerligt	  för	  en	  mängd	  främmande	  kemikalier	  i	   vår	   livsmiljö.	   United	   Nations	   Environment	   Programme	   (UNEP)	   och	  Världshälsoorganisationen	  (WHO)	  noterar	  i	  sin	  rapport	  (2013)	  att	  närmare	  800	  av	  dessa	  kemikalier	  har	  konstaterats	  eller	  misstänks	  ha	  hormonstörande	  egenskaper,	  och	   största	   delen	   av	   kemikalierna	   i	   kommersiellt	   bruk	   är	   inte	   testade	   alls.	  Multifaktoriella	   hormonrelaterade	   sjukdomar,	   såsom	   infertilitet,	   hjärt-­‐	   och	  kärlsjukdomar,	   hormonrelaterade	   cancerformer,	   fetma	   och	   diabetes,	   blir	   allt	  vanligare	  bland	  människor	  (I:	  UNEP/WHO	  2013).	  Samtidigt	  har	  hormonrelaterade	  effekter	   på	   djurpopulationer	   rapporterats	   (I:	   UNEP/WHO	   2013).	   Toxikologisk	  riskbedömning	   strävar	   efter	   att	   bestämma	   om	   exponeringen	   för	   en	   kemikalie	  utgör	   en	   fara	   för	   människor	   eller	   miljön.	   Risken	   med	   hormonstörare	   kan	   vara	  underestimerad,	  och	  riskbedömningen	  otillräcklig	  för	  att	  skydda	  folkhälsan.	  	  Grunden	  för	  riskbedömningen	  ligger	  i	  standardiserade	  toxikologiska	  studier	  i	  stor	  utsträckning	   utförda	   på	   gnagare.	   Dessa	   studier	   har	   hög	   tillförlitlighet	   men	   har	  historiskt	   tagits	   fram	   för	   att	   upptäcka	   akuta	   och	   kroniska	   toxikanter	   och	   inte	  hormonstörare.	   Icke-­‐standardiserade	   studier	   använder	   sig	   ofta	   av	   känsligare	  metoder,	  men	  anses	  oftast	  inte	  vara	  tillräckligt	  robusta	  för	  att	  kunna	  användas	  vid	  riskbedömning.	   Forskare	   är	   av	   olika	   åsikt	   om	   flera	   aspekter	   gällande	  hormonstörares	   toxicitet,	   och	   det	   förekommer	   till	   och	   med	   beskyllningar	   om	  konstruerat	  tvivel	  ("manufactured	  doubt")	  där	   industrin	  medvetet	  skapar	  en	  bild	  av	  att	  konsensus	  inte	  finns	  (I:	  Bergman	  m.	  fl.	  2015).	  	  	  I	  litteraturstudien	  har	  jag	  undersökt	  orsakerna	  varför	  toxikologisk	  riskbedömning	  av	   hormonstörare	   har	   visat	   sig	   vara	   så	   svår.	   Jag	   fokuserar	   enbart	   på	  riskbedömningen	  för	  människors	  hälsa,	  och	  inte	  den	  på	  vilda	  djurpopulationer.	  Jag	  har	   även	   utrett	   vilka	   lagstadgade	   testkrav	   som	   ingår	   i	   REACH-­‐kemikalieförordningen	  gällande	  industri-­‐	  och	  konsumentkemikalier	  inom	  EU,	  och	  hur	   de	   fungerar	   för	   att	   identifiera	   hormonstörare.	   Jag	   har	   valt	   att	   behandla	  plastmonomeren	  Bisfenol	  A	  (BPA)	  mer	  grundligt	  som	  ett	  exempel.	  BPA	  produceras	  i	  stora	  mängder,	  och	  den	  klassas	  som	  en	  kemikalie	  som	  bara	  inom	  EU	  produceras	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eller	   importeras	   på	   1-­‐10	  miljoner	   ton	   årligen	   (ECHA	   2016b).	   Trots	   att	   BPA	   har	  studerats	   mycket	   grundligt	   både	   i	   standardiserade	   och	   akademiska	   studier	   har	  ingen	  konsensus	  kring	  riskerna	  nåtts.	  	  	  	  	  
2	  HORMONSTÖRARE	  	  	  Hormonstörare	  utgör	  en	  mycket	  blandad	  grupp	  kemikalier	  som	  exempelvis	  -­‐industriella	  lösningsmedel	  och	  biprodukter	  (polyklorinerade	  biphenyler	  PCB,	  polybrominerade	  biphenyler	  PBB,	  dioxiner)	  -­‐plastmonomerer	  (bisphenol	  A	  BPA)	  -­‐mjukgörare	  (ftalater)	  -­‐insekticider	  (metoxyklor,	  klorpyrifos,	  DDT)	  -­‐fungicider	  (vinklozin)	  -­‐läkemedel	  (dietylstilbestrol	  DES)	  -­‐naturliga	  fytoestrogener	  (genistein)	  (I:	  Diamanti-­‐Kandrakis	  m.	  fl.	  2009).	  Begreppet	   hormonstörare	   myntades	   vid	   en	   expertpanel	   1991	   där	   man	   första	  gången	   nådde	   konsensus	   att	   hormonstörande	   miljögifter	   påverkar	   reproduktiv	  hälsa	   (Futran	   Fuhrman	   m.	   fl.	   2015).	   Före	   detta	   hade	   hormonstörarna	   endast	  behandlats	  som	  en	  toxikant	  bland	  andra,	  men	  naturliga	  och	  syntetiska	  kemikaliers	  förmåga	  att	  påverka	  endogena	  hormonreceptorer	  har	  varit	  känd	  sedan	  1930-­‐talet	  (I:	  Marty	  m.	  fl.	  2010).	  	  
2.1	  Definitionen	  av	  en	  hormonstörare	  
	  Enligt	   WHO:s	   definition	   är	   hormonstörare	   "en	   exogen	   substans	   eller	   blandning	  som	  påverkar	  hormonsystemets	  funktion	  och	  som	  en	  konsekvens	  av	  detta	  leder	  till	  skadliga	   hälsoeffekter	   hos	   en	   intakt	   organism,	   dess	   avkomma	   eller	  (sub)population"	   (UNEP/WHO	   2013).	   European	   Food	   Safety	   Authority	   (EFSA)	  använder	  sig	  av	  samma	  definition	  (EFSA	  2013).	  Definitionen	   innebär	  bevis	  på	  1)	  skadlig	  effekt,	  2)	  en	  hormonell	  verkningsmetod	  och	  3)	  en	  kausalitet	  mellan	  dessa.	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Det	  har	  ändå	  visat	  sig	  vara	  svårt	  att	  bestämma	  när	  en	  kemikalie	  uppfyller	  kraven.	  Var	   gränsen	   går	   mellan	   skadlig	   effekt	   och	   adaptiv	   effekt	   måste	   till	   exempel	  bedömas	  från	  fall	  till	  fall	  (EFSA	  2013).	  Det	  som	  är	  en	  adaptiv	  effekt	  hos	  fullvuxna	  kan	   även	   resultera	   i	   en	   skadlig	   effekt	   under	   känsliga	   perioder	   som	   fostertid	   och	  pubertet	   (I:	   UNEP/WHO	   2013).	   Hur	   en	   hormonell	   verkningsmetod	   definieras	   är	  osäkert,	  och	  inom	  standardiserade	  studier	  finns	  bara	  metoder	  för	  att	  bevisa	  tyroid-­‐,	  östrogen-­‐	  och	  androgenstörare	  (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  	  	  Den	   största	  medicinska	   organisationen	   för	   endokrinologi,	   Endocrine	   society,	   har	  en	  bredare	  definition:	  "En	  hormonstörare	  är	  en	  exogen	  kemikalie	  eller	  blandning,	  som	  interfererar	  med	  vilken	  som	  helst	  aspekt	  av	  hormoners	  verkan"	  (I:	  Gore	  m.	  fl.	  2015).	   Deras	   definition	   inbegriper	   det	   som	   EFSA	   (2013)	   definierar	   som	   en	  hormonellt	   aktiv	   substans,	   och	   gäller	   således	   alla	   effekter,	   utan	   att	   skilja	   på	  skadliga	  och	  adaptiva.	  	  	  UNEP/WHO	  (2013)	  har	  försökt	  definiera	  vad	  en	  skadlig	  effekt	  är:	  "En	  förändring	  i	  morfologin,	   fysiologin,	   tillväxt,	   förökning,	   utveckling	   eller	   livstiden	   hos	   en	  organism,	   vilket	   leder	   till	   en	   försämring	   i	   den	   funktionella	   kapaciteten,	   eller	  försämring	   i	   kapaciteten	   att	   kompensera	   för	   andra	   stressfaktorer,	   eller	   ökad	  känslighet	   för	   andra	   skadliga	   effekter	   i	   miljön."	   Hur	   man	   i	   praktiken	   i	   en	  riskbedömning	  kunde	  utvärdera	   kapaciteten	   att	   tåla	   ytterligare	   stressfaktorer	   är	  svårt	  att	   säga,	  och	   inga	  av	  de	  standardiserade	  studierna	   tar	  detta	   i	  beaktande	   (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  WHO:s	  definition	  kan	  tolkas	  som	  mycket	  strikt	  eftersom	  det	  kan	  göra	  det	  svårt	  att	  med	   säkerhet	   konstatera	   vilka	   ämnen	   som	   är	   hormonstörare.	   I	   EU:s	  kemikalielagstiftning	   ges	   ingen	   definition	   på	   hormonstörare,	   men	   det	   ges	  möjlighet	   att	   begränsa	   användningen	   av	   kemikalier	   t.ex.	   med	   hormonstörande	  egenskaper	   ifall	   de	   leder	   till	   "sannolika	   allvarliga	   effekter"	   (REACH-­‐förordningen	  EG/1907/2006).	   Lagen	   ger	   således	   mycket	   utrymme	   att	   begränsa	   en	   kemikalie	  oberoende	   av	   om	   den	   vetenskapliga	   definitionen	   är	   uppfylld	   eller	   inte.	   Det	   är	  ändamålsenligt	   att	   ha	   olika	   utgångspunkter	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reglerande	   ändamål,	   eftersom	   syftet	   i	   det	   senare	   är	   att	   skydda	   folkhälsan	   (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  
2.2	  Hormonsystemet	  	  
	  För	   att	   förstå	   effekterna	   av	   hormonstörare	   måste	   man	   förstå	   hormonsystemets	  funktion.	  Hormonsystemet	   reglerar	  utvecklingen	  och	  aktiviteten	  hos	   så	   gott	   som	  alla	   celler,	   vävnader	   och	   organ	   i	   en	   organism	   under	   hela	   dess	   livstid.	   Detta	  inbegriper	  reproduktion,	  utveckling	  och	  tillväxt,	  men	  även	  beteende,	  metabolism,	  blodtryck	   och	   sammansättningen	   av	   extracellulärvätska	   (I:	   Molina	   2013).	  Hormonsystemet	   uppgift	   är	   att	   upprätthålla	   homeostasen	   vid	   all	   form	   av	   stress.	  Om	   hormonbalansen	   rubbas	   tillräckligt	   mycket	   leder	   det	   till	   störningar	   i	  regleringen	  vilket	  kan	  ge	  upphov	  till	  en	  mängd	  olika	  hormonrelaterade	  sjukdomar	  såsom	   diabetes,	   tillväxtstörningar,	   vissa	   typer	   av	   cancer	   och	  reproduktionsproblem.	  	  	  Hormonsystemet	   styrs	   av	   hormoner	   som	   fungerar	   som	   kemiska	   budbärare.	   De	  utsöndras	   från	   diverse	   olika	   endokrina	   organ	   (till	   exempel	   gonaderna,	  sköldkörteln,	   binjurarna)	   men	   också	   från	   organ	   med	   sekundära	   endokrina	  funktioner	   (till	   exempel	   hjärtat,	   fettvävnad,	   lever,	   tarmar,	   njurar).	   Hormonerna	  påverkar	   celler	   i	   närheten	   eller	   längre	   bort	   via	   blodomloppet	   (I:	   Molina	   2013).	  Effekterna	  medieras	  av	  hormonspecifika	  receptorer	  i	  målvävnaden.	  Receptorerna	  kan	  finnas	  bara	  i	  celler	  i	  ett	  visst	  organ	  (till	  exempel	  tyroidstimulerande	  hormon,	  TSH-­‐receptorer	   i	   sköldkörteln)	   eller	   i	   hela	   kroppen	   (som	   tyroxinreceptorer,	  TR).	  Hormoner	  kan	  ha	  flera	  olika	  receptorer	  som	  till	  exempel	  östrogen-­‐receptor	  (ER)	  α	  och	  β	  (I:	  UNEP/WHO	  2013).	  	  	  De	   endokrina	   organen	   signalerar	   även	   till	   varandra	   och	   bildar	   nätverk	   där	   de	  reglerar	  varandras	  utsöndring	  genom	  feedback-­‐mekanismer.	  Tre	  klassiska	  nätverk	  är	   hypothalamus-­‐hypofysen-­‐gonad-­‐axeln	   (HPG),	   hypotalamus-­‐hypofysen-­‐binjure-­‐axeln	   (HPA)	   och	   hypotalamus-­‐hypofysen-­‐sköldkörtel-­‐axeln	   (HPT).	   Den	   klassiska	  synen	   på	   hormon	   har	   ändå	   rubbats	   eftersom	   gränserna	   mellan	   nervsystemet,	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immunförsvaret	   och	   hormonsystemet	   suddas	   ut	   allt	  mer.	   Samma	  budbärare	   kan	  fungera	   som	   hormon,	   lokal	   parakrin	   och	   autokrin	   regulator,	   samt	  neurotransmitter	  (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  
2.2.1	  Hormongrupper	  	  
Hormoner	   kan	   delas	   in	   i	   steroidhormoner,	   aminhormoner	   och	   peptidhormoner.	  Till	   steroidhormoner	   räknas	   bl.a.	   testosteron,	   östrogener	   så	   som	   17β-­‐estradiol,	  progesteron,	  kortisol,	  aldosteron,	  vilka	  alla	  deriveras	  från	  kolesterol.	  Även	  vitamin	  D	   räknas	   som	   steroidhormon.	   Aminhormonerna	   består	   av	   sköldkörtelhormonen	  och	   katekolaminerna.	   Peptidhormoner	   är	   den	   största	   klassen	   och	   innehåller	  hormoner	   alltifrån	   	   hypotalamus-­‐hypofys-­‐axeln	   till	   GI-­‐hormoner	   etc.	  Peptidhormonerna	  och	  katekolaminerna	  är	  vattenlösliga	  och	  rör	  sig	  fritt	   i	  blodet.	  De	   reagerar	   med	   receptorer	   på	   cellmembranet	   som	   bland	   annat	   G-­‐protein	  relaterad	  receptor	  (I:	  Barrett	  m.	  fl.	  2016).	  	  	  Steroidhormoner	  och	  sköldkörtelhormoner	  är	  bundna	  till	  bärarproteiner	  i	  blodet,	  till	   exempel	   binder	   sex-­‐hormon-­‐bindande-­‐globulin	   östrogen	   och	   testosteron,	   och	  bara	   en	   fraktion	   av	   hormonet	   är	   i	   fri	   form.	  Den	   fria	   formen	   av	   steroidhormoner	  kan	  passivt	  passera	   cellmembranet	  och	  aktiverar	  nukleära	   receptorer	  på	   insidan	  av	   cellen	   (I:	   Barrett	   m.	   fl.	   2016).	   Aktiveringen	   av	   nukleära	   receptorer	   leder	   till	  förändringar	   i	   genexpressionen	   och	   påverkar	   slutligen	   proteinsyntesen.	   Det	   har	  visat	  sig	  att	  aktiveringen	  av	  nukleära	  receptorer	  inte	  är	  det	  enda	  verkningssättet,	  utan	   det	   finns	   även	   extranukleära	   receptorer.	   Effekten	   av	   dessa	   är	   snabba	   och	  kräver	   inte	  aktivering	  av	   transkriptionen,	  och	  därför	  är	  den	   fysiologiska	  effekten	  annorlunda	   än	   effekten	   av	   de	   klassiska	   nukleära	   receptorerna.	   Till	   exempel	   har	  östrogen	  visat	   sig	  mediera	  artär	  vasodilation	  (Barrett	  m.	   fl.	  2016).	  Fenomenet	  är	  särskilt	   centralt	   gällande	   effekterna	   av	   hormonstörare,	   där	   samma	   störare	   kan	  vara	  olika	  potent	  för	  de	  klassiska	  effekterna	  jämfört	  med	  de	  snabba	  effekterna.	  Till	  exempel	   anses	  BPA	  representera	  en	   svag	  östrogen	   i	   förhållande	   till	  nukleära	  ER,	  men	   är	   de	   facto	   lika	   potent	   som	   östrogen	   att	   aktivera	   cellsignaler	   via	  membranrelaterade	   estrogenreceptorer	   (I:	   OECD	   2012a).	   De	   snabba	   effekterna	  mäts	  dock	  inte	  vid	  standardiserade	  studier	  (I:	  Kortenkamp	  m.fl.	  2011)	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2.2.2	  Små	  koncentrationer	  
Hormoner	   verkar	   i	   väldigt	   små	   koncentrationer.	   Detta	   är	   möjligt	   eftersom	  receptorerna	  har	  hög	  affinitet	  för	  sina	  hormoner,	  och	  hormoner	  binder	  sig	  därför	  till	   dem	   även	   vid	   låga	   koncentrationer	   och	   kan	   starta	   en	   biologisk	   respons	   (I:	  Molina	  2013,	  UNEP/WHO	  2013).	  Hormoner	  interagerar	  med	  sina	  receptorer	  på	  ett	  icke-­‐linjärt	   sätt,	   men	   även	   non-­‐monotoniskt,	   där	   dos-­‐responskurvan	   byter	  riktning.	   Det	  möjliggörs	   genom	   att	   hormoner	   styr	   cellens	   känslighet	   för	   respons	  genom	   att	   påverka	   receptorfunktionen.	   Då	   en	   cell	   länge	   möter	   en	   hög	  koncentration	   av	   samma	   hormon	   minskar	   dess	   känslighet.	   En	   mekanism	   med	  vilket	   detta	   sker	   är	   vid	   nedreglering	   av	   receptorer.	   Detta	   möjliggör	   att	   cellen	  reagerar	   främst	   på	   förändringar	   i	   hormonkoncentration,	   och	   inte	   i	   absolut	  hormonkoncentration	   (I:	  Molina	   2013).	  Om	  koncentrationen	   länge	   varit	   låg	   sker	  en	   uppreglering	   av	   receptorerna.	   Ett	   hormon	   kan	   även	   upp-­‐	   eller	   nedreglera	  receptorerna	  för	  ett	  annat	  hormon	  (I:	  Molina	  2013).	  	  	  En	   annan	   mekanism	   är	   att	   receptorspecifiteten	   varierar	   beroende	   på	  koncentrationen	  av	  hormon.	  Vid	  låga	  doser	  binder	  östrogen	  nästan	  enbart	  till	  ER,	  medan	   östrogen	   vid	   höga	   doser	   kan	   binda	   även	   till	   andra,	   såsom	   androgen	  receptor	   (AR)	   och	   TR.	   Non-­‐monotonicitet	   uppstår	   även	   då	   ett	   hormon	   vid	   höga	  doser	  blir	  toxiskt.	  MCF7	  bröstcancerceller	  reagerar	  till	  exempel	  med	  proliferation	  på	   estrogen,	   tills	   dosen	  når	   en	  hög	  nivå	   och	  blir	   cytotoxisk	   (I:	   Vandenberg	  m.	   fl.	  2012).	   Två	   cellinjer	  med	  monotona	   dos-­‐responskurvor	   kan	   tillsammans	   uppvisa	  tecken	   på	   non-­‐monotonicitet.	   Till	   exempel	   i	   prostatan,	   där	   en	   cellgrupp	  prolifereras	  av	  testosteron,	  och	  en	  annan	  inhiberas.	  Då	  man	  bara	  ser	  på	  cellantal	  är	  dos-­‐responskurvan	   non-­‐monoton,	   och	   responsen	   är	   störst	   vid	  medelhöga	   nivåer	  men	  sjunker	  vid	  både	  lägre	  och	  högre.	  Ser	  man	  på	  de	  olika	  cellgruppernas	  antal	  är	  responsen	  monoton	  (I:	  UNEP/WHO	  2013).	  	  	  Hormoner	  verkar	  under	  alla	  skeden	  i	  livet:	  hos	  foster	  och	  barn,	  under	  puberteten,	  hos	  vuxna	  och	  	  åldrande.	  Tidpunkten	  för	  exponeringen	  är	  viktig.	  För	  vuxna	  anses	  effekten	  av	  ett	  hormon	  vara	  övergående,	  medan	  det	   för	   foster	  och	  barn	  kan	  vara	  
7	  	  
permanent.	   Under	   fostertiden	   sker	   programmering	   under	   specifika	   känsliga	  perioder.	  Till	  exempel	  är	  menstruationscykeln	  hos	  vuxna	  kvinnor	  programmerad	  av	   östrogener	   och	   androgener	   under	   fostertiden,	   och	   små	   rubbningar	   under	  utvecklingen	   kan	   leda	   till	   olika	   fertilitetsproblem,	   insulinresistens	   och	  hypertension	  i	  vuxen	  ålder	  (Padmanabhan	  &	  Veiga-­‐Lopez	  2014).	  	  	  	  Ett	   exempel	   på	   naturligt	   förekommande	   låg-­‐dos	   effekter	   är	   skillnader	   i	  avkommans	   fenotyp	   beroende	   på	   positionen	   i	   livmodern	   hos	   gnagare.	   Honmöss	  som	   i	   livmodern	   ligger	   mellan	   två	   hanmöss	   har	   under	   fostertiden	   högre	  testosteronhalt	  i	  blodet	  än	  honmöss	  som	  ligger	  mellan	  två	  honor.	  Detta	  resulterar	  i	  variationer	   så	   som	   senare	   pubertet	   och	   högre	   aggressivitet	   (I:	   Ryan	   &	  Vandenbergh	   2002).	   Fenomenet	   hos	   människor	   är	   kontroversiellt,	   men	   finns	  beskrivet	   bland	   människotvillingar,	   där	   bl.a.	   en	   viss	   kognitiv	   förmåga	   varierar	  beroende	  på	  om	  en	  flicka	  haft	  en	  tvillingbror	  eller	  -­‐syster	  (Vuoksimaa	  m.	  fl.	  2010).	  	  
2.3	  Verkningsmetoder	  för	  hormonstörare	  
	  Hormonstöre	   är	   inte	   en	   enhetlig	   grupp	  med	   samma	   verkningsmekanism.	   Det	   är	  snarare	  en	   samling	  många	  olika	  mekanismer	  varav	  vi	  bara	  känner	   till	   en	  del.	  En	  hormonstörare	   kan	   fungera	   direkt	   som	   agonist	   eller	   antagonist	   på	  hormonreceptorn,	  men	  den	  kan	  även	  störa:	  	  -­‐förmedlingen	  av	  cellresponsen	  då	  en	  receptor	  blivit	  aktiverad	  	  -­‐cellupptaget	  av	  substanser	  som	  behövs	  vid	  syntesen	  av	  ett	  hormon	  	  -­‐enzymer	  som	  är	  involverade	  i	  antingen	  syntesen	  eller	  metabolismen	  av	  ett	  hormon	  -­‐utsöndringen	  av	  hormoner	  från	  endokrina	  vävnader	  	  -­‐bindandet	  av	  hormoner	  vid	  bärarproteiner	  -­‐neurologisk	  funktion	  eller	  neuroendokrin	  signalering	  (I:	  EFSA	  2013).	  	  Mekanismerna	   varierar,	   och	   samma	   hormonstörare	   kan	   interagera	   med	   flera	  hormonreceptorer	   och	   via	   olika	   mekanismer	   samtidigt.	   BPA	   är	   mest	  uppmärksammad	  för	  sin	  estrogena	  effekt	  som	  ER-­‐agonist,	  men	  är	  bland	  annat	  en	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  Riskbedömningen	  av	  en	  kemikalie	  innehåller	  normalt	  fyra	  steg:	  1)	  identifiering	  av	  faran,	   2)	   vidare	   karakterisering	   av	   faran,	   3)	   bedömning	   av	   exponeringen	   och	  slutligen	  en	  4)	  riskkarakterisering.	  	  
3.1.1	  Identifiering	  av	  faran	  
Vid	   identifiering	   av	   faran	   evalueras	   all	   tillgänglig	   data	   genom	   en	   weight-­‐of-­‐evidence-­‐bedömning	   i	   syfte	   att	   bestämma	   hur	   sannolikt	   det	   är	   att	   en	   kemikalie	  orsakar	   effekter	   hos	   människan.	   Man	   evaluerar	   typen	   av	   effekter,	   beläggen	   för	  dessa,	   och	   så	   väljer	   man	   nyckelstudier	   och	   huvudsakliga	   effektmått	   (mått	   på	  effekt).	   Effektmåtten	   är	   till	   exempel	   absoluta	   och	   relativa	   organvikter,	  histopatologiska	   förändringar,	   neurologisk	   funktion,	   hormonkoncentrationer,	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hematologi	  och	  kliniskkemiska	  parametrar.	  Man	  överväger	  ifall	  effekten	  är	  skadlig,	  ett	   förstadium	   till	   skadlig,	   eller	   adaptiv.	   Vid	   identifieringen	   evalueras	   också	  toxikokinetik,	   toxikodynamik	   och	   verkningsmetod,	   samt	   effektens	   eller	  exponeringsruttens	  relevans	  för	  människan	  (I:	  Fan	  m.	  fl.	  2015).	  	  
3.1.2	  Karakterisering	  av	  faran	  
Vid	  karakteriseringen	  av	  faran	  undersöks	  utseendet	  på	  dos-­‐respons-­‐kurvan	  för	  de	  identifierade	   effektmåtten	   i	   nyckelstudierna.	   Den	   känsligaste	   effekten	   vid	   den	  lägsta	  dosen	  kallas	  den	  kritiska	  effekten.	  Startpunkten	  är	  den	  högsta	  dos	  vid	  vilken	  inga	   signifikanta	   negativa	   effekter	   hittas	   (NOAEL,	   no-­‐adverse-­‐effect-­‐level),	   lägsta	  dosen	   negativa	   effekter	   har	   hittats	   vid	   (LOAEL,	   lowest-­‐adverse-­‐effect-­‐level)	   eller	  BMDL10,	   benchmark	   dose	   lower	   confidence	   level.	   BMDL10	   utgår	   från	   en	   dos-­‐responskurva	   för	   den	   kritiska	   effekten,	   och	   på	   basen	   av	   dess	   undre	   95	   %	  konfidensintervallkurva	  bestäms	  den	  dos	  som	  orsakar	  10	  %	  respons.	  	  	  Med	  hjälp	  av	  startpunkten	  beräknas	  en	  dos	  man	  antar	  är	  säker	  för	  människor	  vid	  exponering	  över	  en	  hel	  livstid,	  t.ex.	  Tolerable	  daily	  intake,	  TDI.	  I	  detta	  värde	  ingår	  säkerhetsfaktorer	   för	   extrapolering	   till	   människa	   och	   för	   individuella	   skillnader,	  där	   standardfaktorn	   ofta	   är	   10x10.	   Fler	   säkerhetsfaktorer	   läggs	   till	   och	   justeras	  enligt	  hur	  mycket	  osäkerhet	  det	  finns	  i	  databasen	  (Fan	  m.fl.	  2015,	  EFSA	  2013).  𝑇𝐷𝐼  (𝑚𝑔/𝑘𝑔/𝑑𝑎𝑔) = 𝑁𝑂𝐴𝐸𝐿, 𝐿𝑂𝐴𝐸𝐿  𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟  𝐵𝑀𝐷𝐿  (𝑚𝑔/𝑘𝑔/𝑑𝑎𝑔)𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑒𝑛  𝑎𝑣  𝑠ä𝑘𝑒𝑟ℎ𝑒𝑡𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟𝑒𝑟  	  
3.1.3	  Exponering	  
För	   att	   kunna	   bedöma	   risken	   med	   den	   undersökta	   faran	   måste	   alla	   möjliga	  exponeringsrutter	  identifieras.	  Man	  måste	  uppskatta	  exponeringen	  för	  människor	  med	   hög	   risk	   och	   låg	   risk,	   samt	   identifiera	   känsliga	   grupper.	   Den	   yttre	  exponeringen	   kan	   bedömas	   genom	   beräkningar	   av	   intaget	   via	   mat,	   föremål	   och	  luft,	   men	   då	  måste	  man	   beakta	   biotillgängligheten.	   Genom	   biomonitorering	   dvs.	  koncentrationen	   av	   ämnet	   och	   dess	   metaboliter	   i	   serum,	   urin,	   eller	   en	   specifik	  vävnad,	  får	  man	  en	  bild	  av	  den	  interna	  dosen.	  Vid	  bedömningen	  av	  exponeringen	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måste	  man	  beakta	  olika	  riskgrupper	  med	  extra	  stor	  exponering.	  Till	  exempel	  har	  barn	  större	  intag	  av	  luft,	  mat	  och	  vatten	  i	  relation	  till	  kroppsvikten	  (I:	  WHO	  2010).	  	  
3.1.4	  Riskkarakterisering	  
Vid	  det	  sista	  skedet,	  riskkaraktäriseringen,	  görs	  en	  dividering	  av	  exponeringsnivå	  och	  den	  uträknade	  säkra	  nivån	  (t.ex.	  TDI).	  Om	  differensen	  är	  <1	  är	  exponeringen	  osannolik	  att	  ge	  negativa	  effekter,	  och	  om	  den	  är	  >1	  måste	  man	  vidta	  åtgärder	  (I:	  WHO	  2010).	  	  	  
3.2	  Försökstyper	  
	  Olika	  slag	  av	  data	  finns	  tillgängligt	  för	  riskbedömningen	  i	  form	  av	  in	  silico,	  in	  vitro,	  in	  vivo,	  och	  epidemiologiska	  studier.	  	  	  
3.2.1	  Epidemiologiska	  studier	  
Epidemiologiska	   studier	  har	   fördelen	  att	   inte	  kräva	  extrapolering	  och	  påvisar	  en	  association	  mellan	  exponering	  och	  sjukdom.	  Det	  svåra	  är	  att	  kunna	  dra	  slutsatser	  om	   orsakssamband.	   Nackdelen	   är	   att	   människor	   konstant	   utsätts	   för	   en	   mängd	  olika	   endokrint	   aktiva	   substanser	   i	   låga	   doser,	   dessutom	   inverkar	  många	   andra	  miljöfaktorer	   (till	   exempel	   livsstil,	   näringsstatus)	  vilket	  bör	  beaktas.	  Det	   är	   svårt	  att	   få	   uppgifter	   om	   exponering	   under	   tidigare	   livsskeden,	   vilket	   vore	   centralt	  eftersom	   information	   om	   nuvarande	   exponering	   inte	   nödvändigtvis	   korrelerar	  med	  nuvarande	  sjukdomstillstånd	  (I:	  EFSA	  2013).	  	  	  
3.2.2	  In	  vivo	  studier	  
Experimentella	  studier	  har	  fördelen	  att	  man	  till	  stor	  del	  kan	  kontrollera	  miljön	  och	  exponeringen.	   In	   vivo	   studier	   lägger	   grunden	   för	   riskbedömning	   eftersom	  effekterna	   studeras	   på	   levande	   djur	   och	   används	   för	   att	   bilda	   en	   dos-­‐respons	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kurva.	  Nackdelen	  är	  extrapoleringen	  till	  människa.	  Delar	  av	  hormonsystemet	  (till	  exempel	   östrogen	   receptorer)	   har	   blivit	   väl	   konserverade	   under	   evolutionen	   av	  ryggradsdjur,	   men	   det	   är	   inte	   sagt	   att	   alla	   delar	   är	   det.	   Dessutom	   varierar	  nedströmseffekterna	   anmärkningsvärt	   mellan	   olika	   arter	   trots	   att	   mekanismen	  kan	  vara	  den	  samma	  (I:	  EFSA	  2013).	  	  	  
3.2.3	  In	  vitro	  studier	  
In	  vitro	  studier	  ger	  ofta	  viktig	  information	  om	  verkningssättet,	  samt	  kan	  användas	  som	   sållning	   för	   vidare	   studier	   t.ex.	   in	   vivo.	   De	   standardiserade	   in	   vitro	  mekanistiska	   studierna	   inbegriper	   endast	   östrogen-­‐,	   androgen	   och	   steroidogen	  verkan.	   Metoderna	   saknar	   metabolisk	   aktivitet,	   så	   eventuell	   bioaktivering	   eller	  deaktivering	  upptäcks	  inte	  (I:	  EFSA	  2013).	  In	  vitro	  teknologin	  utvecklas	  hela	  tiden,	  och	  nya	   tredimensionella	  mikrovävnader	   efterapar	  dynamiken	  mellan	   celler	   i	   en	  riktig	   vävnad,	   dessutom	   går	   det	   att	   använda	   sig	   av	   människoceller	   (Kijanska	   &	  Kelm	  2016).	  	  	  
3.2.4	  In	  silico	  
In	   silico	   metoder	   baserar	   sig	   på	   datorberäkningar	   av	   biologiska	   och	   kemiska	  egenskaper	   och	   kan	   vara	   användbara	   för	   sållning	   av	   kemikalier.	   Med	   hjälp	   av	  metoderna	   kan	   man	   förutspå	   t.ex.	   bindandet	   och	   aktiverandet	   av	   estrogen	   och	  androgen	   receptor,	  men	  metoden	  har	   idag	   låg	   tillförlitlighet	   vad	  gäller	   toxicitet	   i	  riktig	  vävnad	  (I:	  EFSA	  2013).	  	  	  
3.2.5	  Genomstudier	  
Inom	  transkriptomiken	  undersöker	  man	  genexpressionen	  via	  extraktion	  av	  mRNA	  och	   den	   används	   för	   att	   undersöka	   förändringar	   till	   följd	   av	   exponering	   för	   en	  kemikalie.	  Den	  används	  även	  för	  att	  undersöka	  epigenetiska	  förändringar	  (Greally	  &	   Jacobs	  2013).	   Informationen	  kan	  man	  använda	   för	  att	  hitta	   tidiga	   förändringar	  som	   förutspår	   en	   klinisk	   effekt,	   men	   även	   för	   att	   förstå	   mekanismen	   bakom	   en	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effekt.	  Utmaningen	   ligger	   i	   att	   tolka	  vilka	   förändringar	   som	  är	   centrala,	   eftersom	  kemikalier	   förändrar	   genexpressionen	   även	   utan	   att	   det	   har	   någon	   klinisk	  betydelse.	   Inom	  proteomiken	   studerar	  man	   vilka	   proteiner	   som	   finns	   i	   ett	   prov,	  och	   undersöker	   hur	   dessa	   förändringar	   är	   kopplade	   till	   toxiciteten.	  Proteininnehållet	   är	   komplext	   och	   är	   beroende	   av	   den	   enskilda	   cellen	   och	  celltypen	   och	   påverkas	   inte	   bara	   av	   expressionen	   utan	   även	   av	   protein-­‐protein	  interaktion	  och	  posttranslation	  modifiering	  (I:	  Robertson	  m.	  fl.	  2008).	  	  
3.3	  Centrala	  problemområden	  inom	  riskbedömningen	  	  
	  
3.3.1	  Lågdoseffekter	  
Det	  traditionella	  tänkesättet	  inom	  toxikologin	  har	  baserat	  sig	  på	  principen	  att	  det	  finns	  ett	  gränsvärde,	  en	  dos	  under	  vilken	   inga	  negativa	  effekter	  uppstår,	  samt	  en	  ökande	   dos-­‐respons	   ovanför	   gränsvärdet.	   Detta	   har	   betytt	   att	   man	   genom	   att	  bestämma	   ett	   gränsvärde	   i	   tester	   med	   höga	   doser	   kunnat	   dra	   slutsatsen	   att	  exponering	   vid	   låga	   doser	   är	   säkert	   (I:	   Fan	  m.	   fl.	   2015).	   Hormonstörare	   rubbar	  antagandet,	  eftersom	  effekterna	  precis	  som	  för	  hormoner	  kan	  vara	  olika	  vid	   låga	  och	  höga	  doser,	  vilket	  gett	  upphov	  till	  lågdoshypotesen.	  Traditionellt	  testas	  minst	  tre	  doser	  där	  syftet	  är	  att	  den	  högsta	  ska	  ge	  tecken	  på	  toxicitet	  och	  den	  lägsta	  vara	  en	   lägre	   dos	   än	   LOAEL,	   alltså	   NOAEL	   (OECD	   2001b).	   Traditionellt	   har	  man	   inte	  testat	  för	  doser	  relevanta	  för	  normal	  mänsklig	  exponering.	  Eftersom	  djurförsök	  är	  beroende	   av	   en	   begränsad	   gruppstorlek	   (t.ex.	   40	   djur/dos)	   måste	   doserna	  generellt	   vara	   rätt	  höga	   för	   att	   få	   fram	  avvikelser	  med	   signifikans.	  Metoderna	  är	  inte	   tillräckligt	   känsliga	   för	   att	   direkt	   undersöka	   doser	   relevanta	   för	   mänsklig	  exponering,	   och	   effekten	   på	   stora	   populationer	   skulle	   då	   inte	   synas.	   För	   att	  illustrera	   kostnaden	   för	   in	   vivo	   försök	   kan	   nämnas	   att	   den	   omfattande	   två-­‐generationsstudien	   som	  kräver	  minst	   40	  djur/dos	   beräknas	   leda	   till	   3200	   råttor	  sammanlagt	  och	  en	  uppskattad	  helhetskostnad	  på	  328	  000	  €	  (I:	  Rovida	  &	  Hartung	  2009).	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I	   dag	   pågår	   en	   debatt	   om	   hurudan	   effekt	   hormonstörarna	   har	   vid	   låga	   doser.	  Lågdoseffekter	   definieras	   som	   antingen	   effekter	   vid	   typisk	  mänsklig	   exponering,	  eller	   som	   effekter	   vid	   doser	   lägre	   än	   NOAEL	   (I:	   Beronius	   &	   Vandenberg	   2015).	  Genotoxiska	  carcinogener	  utgör	  en	  specialgrupp	   inom	  riskbedömningen	   för	  vilka	  man	  inte	  utgår	  ifrån	  ett	  gränsvärde,	  utan	  en	  ökad	  risk	  med	  all	  exponering	  över	  noll	  (Fan	  m.	   fl.	  2015).	  Eftersom	  hormonstörare	   fungerar	  vid	  sidan	  om	  våra	  endogena	  hormoner	   har	   somliga	   forskare	   argumenterat	   för	   att	   ett	   gränsvärde	   inte	   går	   att	  anta	  för	  dem	  heller,	  eftersom	  all	  ökad	  exponering	  inverkar	  på	  den	  redan	  befintliga	  hormonhalten	   (I:	  Beronius	  &	  Vandenberg	  2015).	  Å	  andra	  sidan	  måste	  man	   fråga	  sig	  om	  alla	  effekter	  har	  relevans	  för	  riskbedömningen:	  Är	  t.ex.	  sänkt	  spermieantal	  en	   relevant	   effekt	   i	   sig	   eller	   först	   då	   antalet	   påverkar	   fertilitetsresultat	   negativt	  (Scholze	  &	  Kortenkamp	  2007)?	  	  Bestämmandet	  av	  ett	  gränsvärde	  är	  alltid	  begränsat	   till	  experimentets	  statistiska	  styrka.	  Mycket	  debatt	  har	  förts	  kring	  lågdos-­‐studier	  där	  effekterna	  varit	  svåra	  att	  upprepa.	   Orsakerna	   har	   misstänkts	   vara	   skillnader	   i	   östrogenaktivitet	   i	  fodersammansättnigen,	  valet	  av	  råttstam,	  kontamination	  av	  kontroller	  osv.	  Mindre	  fokus	   har	   lagts	   på	   testens	   sannolikhet	   att	   hitta	   effekter,	   vilket	   påverkas	   av	  gruppstorlek	   och	   skillnaden	   i	   effekt	   till	   kontrollgruppen.	   Scholze	   &	   Kortenkamp	  (2007)	   analyserade	   den	   statistiska	   styrkan	   på	   ett	   experiment	   vars	   syfte	   var	   att	  upprepa	   ett	   tidigare	   experiments	   resultat.	   Det	   visade	   sig	   att	   det	   senare	  experimentets	  statistiska	  styrka	  var	  endast	  0,6	  vilket	  betyder	  att	  bara	  i	  6	  av	  10	  fall	  kunde	   det	   visa	   en	   respons	   (Scholze	   &	   Kortenkamp	   2007).	   I	   de	   standardiserade	  multigenerationsstudierna	  är	  den	  statistiska	  effekten	  otillräcklig	  för	  att	  detektera	  incidenser	   under	   25	   %	   om	   effekten	   har	   låg	   bakgrundsincidens	   som	   t.ex.	  malformationer	   i	   könsorganen	   (Hotchkiss	   m.	   fl.	   2008).	   En	   effekt	   kan	   således	  varken	   bevisas	   eller	   motbevisas	   under	   experimentets	   detektionsgräns.	   Aktuellt	  blir	   även	   hur	   man	   genom	   riskbedömingen	   kan	   skydda	   specifika	   riskgrupper,	  eftersom	  studierna	  alltid	  utgår	   ifrån	  ett	  medeltal	  av	   i	  huvudsak	  friska	  råttor.	   I	  en	  epidemiologisk	   studie	   visade	   sig	   den	   genetiska	   predispositionen	   för	   diabetes	  inverka	  på	  ifall	  BPA-­‐	  exponeringen	  var	  associerad	  med	  förhöjt	  blodsocker	  (Bi	  m.	  fl.	  2016).	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Figur 1. Exempel på dos-respons kurvor. A) Linjära responskurvor där man kan 
förutspå effekten vid en dos på basen av effekten vid en annan dos. B) Icke-
linjära, monotona responskurvor. Kurvan byter inte riktning men effekterna vid 
mycket låga och mycket höga doser går inte att förutspå på basen av effekten 
vid doser mitt emellan. Kurvan kan trots det ha en linjär komponent. C) Non-
monotona responskurvor. Kurvan byter riktning, och det går inte att förutspå 
responsen på basen av andra doser. D) En binär responskurva, där doser över en 
viss gräns har samma effekt, medan doser under gränsen inte har någon effekt 
(Figuren publicerad av Vandenberg m. fl. 2012). 
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3.3.2	  Non-­‐monotona	  dos-­‐responser	  
	  Ett	   annat	   omdebatterat	   fenomen	   är	   non-­‐monotona	   dos-­‐responser	   (NMDR)	   där	  responskurvan	  byter	  riktning	  en	  eller	  flera	  gånger	  (Figur	  1),	  dvs.	  en	  lägre	  dos	  ger	  större	  effekt	  än	  en	  högre	  dos	  (I:	  Vandenberg	  m.	  fl.	  2012).	  	  Fenomenet	   är	   ett	   aktuellt	   problem	   för riskbedömningen,	   som	   baserar	   sig	   på	  antagandet	   om	  monotona	   dos-­‐responser.	   Det	   är	   osäkert	   både	   hur	   betydelsefulla	  NMDR	  är	  och	  hur	  man	  ska	  behandla	  detta	  i	  riskbedömningen	  (I:	  Fan	  m.	  fl.	  2015).	  Inom	   näringslära	   och	   endokrinologi	   är	   NMDR	   allmänt	   accepterade,	   t.ex.	   är	   både	  brist	   och	   överdos	   av	   vitamin	   A	   skadligt.	   En	   genomgång	   av	   publicerade	   in	   vitro	  studier	  med	  BPA	  visade	  NMDR	  i	  över	  1/5	  av	  experimenten,	  och	   i	  över	  1/3	  av	  de	  experiment	  som	  var	  upplagda	  så	  att	  dos-­‐responser	  kunde	  utvärderas	  (Vandenberg	  2014).	  Svårigheten	  med	  att	   studera	  dos-­‐responser	  är	  att	   tillräckligt	  många	  doser	  bör	  testas.	  Många	  publicerade	  studier	  använder	  bara	  en	  eller	  två	  dosgrupper.	  Tre	  dosgrupper	   är	   rekommenderade	   i	   den	   standardiserade	   två-­‐generationsstudien,	  medan	  minst	   fyra	  grupper	  egentligen	  behövs	   för	  att	  man	  ska	  kunna	  studera	   icke	  linjära	   dos-­‐responser	   och	   betydligt	   fler	   grupper	   än	   fyra	   för	   att	   studera	   non-­‐monotona	  dos-­‐responser	  (Scholze	  &	  Kortenkamp	  2007).	  
 
3.3.3	  Blandningar	  
Människan	   exponeras	   för	   en	  mängd	  olika	   hormonstörande	   substanser	   samtidigt,	  men	   det	   är	   svårt	   att	   beräkna	   vad	   och	   i	   vilka	   doser.	   Då	   en	   vanlig	   riskbedömning	  alltid	   innehåller	   en	  viss	   andel	  osäkerhet	  blir	   en	  bedömning	  av	  blandningar	  ännu	  mer	   beroende	   av	   antaganden.	   Riskbedömningen	   fokuserar	   ändå	   främst	   på	  riskbedömningen	  av	  enskilda	  substanser.	  Man	  har	  hittills	  bedömt	  att	  interaktioner	  mellan	   substanser	   i	   låga	   doser	   är	   ovanliga,	   men	   bland	   till	   exempel	  bekämpningsmedel	   är	   interaktioner	   ofta	   rapporterade.	   Grupper	   av	   substanser	  regleras	   dessutom	   olika	   enligt	   skilda	   lagar	   inom	   EU,	   trots	   att	   exponeringen	   är	  samtidig.	  Till	  exempel	  visade	  sig	  bekämpningsmedlet	  organoklorin	  ha	  synergistisk	  verkan	  med	  syntetisk	  östrogen	  använt	  i	   läkemedessyfte,	  trots	  att	  båda	  var	  för	  sig	  hade	  låg	  effekt	  vid	  motsvarande	  dos.	  I	  detta	  fall	  regleras	  bekämpningsmedel	  i	  EUs	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växtskyddsförordning,	   medan	   läkemedel	   regleras	   av	   läkemedelsdirektivet	   (I:	  Kienzler	  m.	  fl.	  2016).	  	  	  I	   en	   färsk	   kombinationsstudie	   hittade	   Jiang	   m.fl.	   (2016)	   signifikant	  kombinationstoxicitet	   hos	   BPA	   och	   DES.	   De	   studerade	   effekten	   av	   låga	   doser	   (≤	  NOAEL)	  kombinerad	  BPA	  och	  DES	  på	  reproduktionsorganen	  hos	  hanråttor.	  Ett	  av	  deras	   fynd	   var	   att	   råttorna	   i	   de	   kombinerade	   dosgrupperna	   hade	   flest	  morfologiska	  skador	  på	  spermierna	  jämfört	  med	  grupper	  exponerade	  för	  bara	  BPA	  eller	  DES.	  Allvarligare	  strukturella	  skador	  på	  sertolicellerna	  upptäcktes	  även	   i	  de	  kombinerade	  grupperna.	  	  	  
3.3.4	  Kritiska	  perioder	  
Tidpunkten	   för	   exponering	   kan	   i	   vissa	   fall	   vara	   avgörande,	   precis	   som	   för	   andra	  reproduktionstoxiska	   och	   utvecklingstoxiska	   ämnen.	   De	   endogena	   hormonernas	  programmerande	   effekt	   under	   utvecklingen	   är	   extra	   känslig	   för	   ytterligare	  hormonpåverkande	   ämnen	   (Futan	   Fuhrman	   m.	   fl.	   2015).	   En	   vävnad	   är	   särskilt	  känslig	  under	  perioden	  den	  utvecklas,	  vilket	  varierar	  mellan	  olika	  vävnader	  från	  in	  utero	  till	  puberteten.	  Störningen	  syns	  inte	  nödvändigtvis	  vid	  födseln	  utan	  kan	  visa	  sig	   som	   en	   högre	   risk	   att	   utveckla	   en	   sjukdom	   senare	   i	   livet.	   Paradigmen	   om	  sjukdomars	   härstammande	   från	   utvecklingstiden	   är	   aktuell	   inom	   flera	   olika	  vetenskapsområden,	   inte	  bara	  gällande	  hormonstörare	  (I:	  Heindel	  &	  Vandenberg	  2015).	  	  	  	  Ett	   exempel	   från	   historien	   som	   uppmärksammade	   vilken	   effekt	   in	   utero	  exponering	   kan	   ha	   är	   dietylstilbestrol	   (DES).	   DES	   är	   en	   syntetisk	   estrogen	   som	  användes	   för	   att	   motverka	   missfall	   och	   en	   rad	   olika	   besvär	   under	   graviditeten	  under	  perioden	  1940-­‐1970,	   och	  det	   användes	   även	  hos	  produktionsdjur	   som	  ett	  tillväxtökande	   hormon.	   Man	   upptäckte	   på	   1970-­‐talet	   en	   ökning	   i	   den	   ovanliga	  cancertypen	  klarcellsadenokarcinom	   (CCA)	   i	   vagina	  och	   cervix	  hos	  unga	  kvinnor	  som	  exponerats	  under	  fostertiden	  (I:	  Kinch	  1982),	  varvid	  preparatet	  förbjöds.	  En	  studie	  antyder	  att	  risken	  för	  CCA	  var	  kopplat	  till	  tidpunkten	  för	  exponering	  under	  tidigt	  fosterstadium	  och	  inte	  kopplat	  till	  dosen	  under	  fosterstadiet	  (I:	  IARC	  2012).	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Senare	   visade	  det	   sig	   att	   en	   stor	   del	   av	   "DES-­‐döttrarna"	   utvecklat	   olika	   typer	   av	  godartade	   missbildningar	   och	   dysfunktioner	   i	   könsorganen.	   Manliga	   foster	  utvecklade	  också	  olika	  former	  av	  malformationer	  i	  könsorganen.	  DES	  anses	  idag	  på	  basen	   av	   både	   epidemiologiska	   data	   och	   experimentella	   studier	   vara	   en	  transplacental	  karcinogen,	  teratogen	  och	  hormonstörare	  (I:	  Reed	  &	  Fenton	  2013).	  Även	   immunmedierade	   störningar	   så	   som	   autoimmuna	   sjukdomar	   är	   vanligare	  hos	  DES-­‐döttrar	  än	  kontroller	  (I:	  IARC	  2012).	  Bröstcancerrisken	  hos	  mödrarna	  är	  förhöjd,	  men	  risken	   framträder	   först	  20	  år	  efter	  exponeringen	  (I:	  Reed	  &	  Fenton	  2013),	   vilket	   ger	   perspektiv	   på	   hur	   komplicerat	   sambandet	   mellan	   exponering,	  åldrande	  och	  karcinogenes	  är.	  	  
3.4	  Standardiserade	  studier	  och	  akademiska	  studier	  
	  Toxikologiska	   studier	   som	   genomförs	   i	   syfte	   att	   användas	   vid	   riskbedömning	  genomförs	  i	  regel	  enligt	  internationellt	  överenskomna	  standardiserade	  studier,	  så	  som	  OECD:s	   (Organisation	   for	   Economic	   Cooperation	   and	   Development)	  försöksriktlinjer.	   Riktlinjerna	   innehåller	   instruktioner	   om	   vilka	   metoder	   som	  används,	  vilka	  djur	  som	  används	  och	  vilka	  effektmått	  som	  mäts,	  och	  hur	  resultaten	  ska	   rapporteras.	   GLP	   (Good	   Laboratory	   Practices)	   är	   ett	   internationellt	  kvalitetssäkringssystem	  som	  krävs	  av	  laboratorier	  som	  genomför	  toxicitetsförsök	  ämnade	   för	  riskbedömning.	  GLP	  syftar	   till	  att	   säkerställa	  kvaliteten	  på	  studierna,	  och	   inbegriper	   allt	   från	   planering	   till	   rapportering	   av	   försöket	   (OECD	   1998).	  Standardiserade	   studier	   har	   således	   ofta	   en	   hög	   tillförlitlighet.	   Effektmåtten	   är	  bland	  annat	  organvikter	  och	  histopatologi.	  	  Ett	   stort	   problem	  med	   de	   standardiserade	   studierna	   är	   att	   deras	   sensitivitet	   att	  upptäcka	  hormonstörare	  är	  ifrågasatt	  och	  därmed	  är	  studierna	  inte	  nödvändigtvis	  relevanta	   (Myers	   m.	   fl.	   2009).	   Akademisk	   forskning	   är	   mer	   sällan	   utförd	   enligt	  standardiserade	  riktlinjer.	  Studierna	  är	  hypotesdrivna	  och	  syftet	  är	  att	  testa	  olika	  frågor	  som	  anknyter	   till	  hypotesen.	  Därför	  används	  en	  mängd	  olika	  nya,	  känsliga	  effektmått	   som	   anses	   vara	   relevanta	   för	   hypotesen.	   Effektmåtten	   kan	   vara	  sjukdomar	   och	   dysfunktioner,	   eller	   ökad	   känslighet	   för	   en	   sjukdom,	   men	   även	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förstadier	   till	  olika	  sjukdomsförlopp.	  Tyl	  (2009)	  kritiserar	  att	  känsliga	  effektmått	  som	  man	  mäter	   i	   icke-­‐standardiserade	   studier	   sällan	   följs	   upp	   ifall	   de	   leder	   till	  negativa	  effekter,	  men	  konstaterar	  att	  dessa	  studier	  är	  viktiga	  för	  att	  peka	  på	  nya	  effekter	  som	  med	  tiden	  kan	  inkluderas	  i	  standardstudierna.	  	  Valet	   av	   effektmått	   verkar	   vara	   avgörande	   för	   om	   hormonstörande	   effekter	  upptäcks,	  centralt	  är	  även	  exponering	  under	  kritiska	  utvecklingsstadier	  samt	  över	  ett	   mycket	   brett	   koncentrationsspektrum	   (I:	   Kemikalieinspektionen	   2012).	   Om	  man	  mäter	   för	   få	   effektmått	   i	   en	   studie	   riskerar	  man	   att	  missa	   vissa	   effekter.	   Å	  andra	   sidan	   ökar	   risken	   för	   falska	   positiva	   resultat	   då	   över	   en	   viss	   mängd	  effektmått	  mäts	  i	  en	  studie,	  och	  ökningen	  i	  gruppstorlekarna	  som	  skulle	  krävas	  för	  att	   kringgå	   fenomenet	   skulle	   göra	   studien	   omåttligt	   dyr	   (Futran	   Fuhrman	  m.	   fl.	  2015).	  	  	  
3.5	  Weight-­‐of-­‐evidence	  
	  För	   att	   bedöma	  hur	   starka	  belägg	  det	   finns	   för	   att	   exponering	   leder	   till	   negativa	  hälsoeffekter	   bör	   alla	   existerande	   studier	   evalueras	   tillsammans	   i	   en	   weight-­‐of-­‐evidence-­‐bedömning	  (WoE).	  Begreppet	  WoE	  används	  i	  mycket	  olika	  sammanhang	  och	  kan	  betyda	  sammanfattning	  av	  bevis	  från	  forskning,	  men	  även	  t.ex.	  gradering	  av	   forskning.	   WoE-­‐bedömning	   görs	   vid	   faroidentifieringsskedet	   i	   en	  riskbedömning.	   Kritik	   har	   riktats	   mot	   att	   WoE-­‐bedömningar	   inte	   alltid	   är	  transparenta	   samt	   att	   de	   innehåller	   subjektiv	   bedömning	   (I:	   Beronius	   &	  Vandenberg	  2015,	  Lamb	  m.	  fl.	  2014,	  UNEP/WHO	  2013).	  	  
 För	   att	   beskriva	   sambandet	   kan	   olika	   skalor	   användas,	   till	   exempel	   för	   att	  kategorisera	   beläggen	   för	   carcinogenicitet	   används	   skalan	   tillräckligt,	   begränsat,	  och	  inadekvat	  belägg,	  samt	  belägg	  för	  icke-­‐carcinogenicitet	  (IARC	  2006).	  Det	  finns	  inga	  universellt	  accepterade	  kategorier	  eller	  accepterad	  systematik	  som	  utvecklats	  för	  hormonstörare,	  men	  till	  exempel	  EFSA	  (2015)	  har	  i	  sin	  riskbedömning	  av	  BPA	  använt	   sig	   av	   en	   skala	   med	   sju	   steg	   från	   "väldigt	   osannolik"	   effekt	   till	   "väldigt	  sannolik"	  effekt.	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  I	  alla	  WoE-­‐bedömningar	  måste	  tillförlitligheten	  av	  forskningar	  bedömas.	  För	  detta	  finns	   olika	   standarder	   utvecklade.	   Tillförlitligheten	   på	   toxikologiska	   studier	  bedöms	  ofta	  enligt	  kriterier	  utvecklade	  av	  Klimisch	  m.	  fl.	  (1997).	  Kriterierna	  delar	  in	   studier	   i	   fyra	   kategorier:	   1)	   Tillförlitliga	   utan	   restriktioner:	   GLP-­‐studier	   eller	  studier	   gjorda	   under	   andra	   kvalitetssäkringssystem,	   2)	   Tillförlitliga	   med	  restriktion:	   väl	   dokumenterade	   och	   vetenskapligt	   acceptabla	   studier	   som	   inte	  gjorts	  under	  GLP,	  3)	  Icke	  tillförlitliga:	  metoder	  som	  är	  otillräckligt	  dokumenterade	  eller	  oacceptabla,	  4)	  Icke	  användbara:	  dokumentationen	  är	  för	  otillräckligt	  för	  att	  gå	  att	  bedöma.	  	  	  Större	   värde	   läggs	   således	   automatiskt	   på	   GLP-­‐studier	   och	   man	   klassificerar	  automatiskt	   akademiska	   studier	   i	   högst	   kategori	   2	   (ECHA	   2010).	  Tillvägagångssättet	   är	   kritiserat	   eftersom	   det	   förutom	   indelning	   i	   GLP/icke-­‐GLP	  inte	  vägleder	  hur	  studier	  ska	  bedömas,	  men	  även	  eftersom	  standardstudierna	  kan	  vara	  för	  okänsliga	  för	  att	  upptäcka	  hormonstörare	  (Beronius	  &	  Vandenberg	  2015,	  Myers	   m.	   fl.	   2009).	   GLP	   garanterar	   ingen	   expertis	   eller	   specialkunnande	   vilket	  krävs	  för	  att	  studera	  hormonellt	  relevanta	  effektmått	  (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  	  
3.6	  OECD:s	  försöksriktlinjer	  
	  OECD	  (2012b)	  har	  sedan	  1998	  arbetat	  för	  att	  utveckla	  ett	  ramverk	  för	  utvärdering	  av	  hormonstörare.	  Ramverket	   listar	  OECD:s	  försöksriktlinjer	  (test	  guidelines,	  TG)	  med	   relevans	   för	  hormonstörare	   i	   fem	  olika	  kategorier:	   från	  Nivå	  1	   (existerande	  information	  som	  initialt	  bestämmer	  behovet	  av	  försök	  och	  bedömning),	  till	  Nivå	  2	  (in	   vitro	   testmetoder	   för	   hormonstörare),	   Nivå	   3	   (in	   vivo	   mekanistiska	  screeningmetoder),	   Nivå	   4	   (in	   vivo	   tester	   med	   effektmått	   relevanta	   för	  hormonstörare),	   och	   på	   Nivå	   5	   mer	   omfattande	   data	   under	   fler	   livsskeden.	  Ramverket	  presenteras	  i	  tabell	  1.	  	  
 Inget	   enskilt	   test	   ger	   all	   information	   för	   att	   man	   ska	   kunna	   bestämma	   om	   en	  substans	  är	  hormonstörare	  eftersom	  både	  verkningssätt	  (hormonell	  aktivitet)	  och	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resulterande	  kritiska	  effekter	  måste	   identifieras	   (I:	  EFSA	  2013).	  De	  mekanistiska	  studierna	  på	  Nivå	  2	  &	  3	  kan	  identifiera	  verkningssätt,	  emedan	  testerna	  på	  Nivå	  4	  &	  5	   krävs	   för	   att	   kunna	   definiera	   kritiska	   effekter.	   Ramverket	   är	   inte	   avsett	   att	  användas	  som	  en	  försöksstrategi,	  utan	  behovet	  av	   information	  bestäms	  utgående	  från	   ländernas	   olika	   krav	   och	   beslutsfattande	   ändamål,	   samt	   utgående	   från	   all	  redan	  existerande	  information	  (OECD	  2012b).	  	  Försöken	   inbegriper	   endast	   ER-­‐	   och	   AR-­‐relaterade	   effekter,	   tyroidhormon-­‐medierade	  effekter	  samt	  störningar	   i	  syntesen	  av	  steroidhormoner,	  de	  så	  kallade	  EATS-­‐modaliteterna	   (OECD	   2012b).	   OECD	   (2012a)	   har	   sammanställt	   en	  sammanfattning	  på	  modaliteter	  utöver	  dessa	  som	  misstänks	  ha	  koppling	  till	  	  	  
Nivå	  1	   • Fysiska	  och	  kemiska	  egenskaper,	  befintlig	  toxikologisk	  data,	  
in	  silico	  metoder	  	  Nivå	  2	  
In	  vitro	  
mekanistiska	  
• ER-­‐	  eller	  AR-­‐bindnings	  affinitet	  	  
• ER	  transkriptions	  aktivering	  	  
• Steroidogenes	  in	  vitro	  
• MCF-­‐7	  cellproliferation	  	  	  Nivå	  3	  
In	  vivo	  
mekanistiska	  
• Uterotrofiskt	  test	  (TG	  440)	  
• Hershberger	  test	  (TG	  441)	  	  	  Nivå	  4	  
In	  vivo	  
effektmått	  
• 28-­‐dagars	  studie	  (TG	  407)	  
• 90-­‐dagars	  studie	  (TG	  408)	  
• 1-­‐generationsstudie	  (TG	  415)	  
• Hane/hona	  pubertetstest	  
• Intakt	  hane	  hormonellt	  screeningtest	  
• Prenatal	  utvecklingstoxisk	  studie	  (TG	  414)	  
• Kronisk	  toxicitets-­‐	  och	  karcinogenesstudie	  (TG	  451-­‐3)	  
• Reproduktions	  screeningstest	  (TG	  421)	  
• Kombinerat	  28-­‐dagars-­‐	  och	  reproduktionstest	  (TG	  422)	  





• 2-­‐generationsstudie	  (TG	  416)	  
• Förlängd	  1-­‐generations	  reproduktionstoxicitetsstudie	  (TG	  443)	  
Tabell	  1.	  OECD:s	  ramverk	  med	  försöksriktlinjerna	  för	  bedömning	  av	  hormonstörare	  hos	  däggdjur.	  	  
21	  	  
hormonstörare,	  men	   som	   i	   dag	   inte	   är	   validerade	   i	   standardiserade	   studier	   eller	  som	   vi	   inte	   vet	   tillräckligt	   om.	   För	   att	   tydliggöra	   komplexiteten	   av	   hormonella	  aspekter	   som	   inte	   framkommer	   kan	   till	   exempel	   nämnas	  progestagen-­‐relaterade	  effekter,	   hypotalamus-­‐hypofysen-­‐adrenokortikal-­‐axeln,	   somatotrofiska	   axeln,	  retinoidsignalering,	   Vitamin	   D-­‐signalering,	   PPAR	   (Perixosome	   Proliferator	  Activated	   Receptor)-­‐signalering,	   bukspottkörtelns	   signalering	   och	   njurarnas	  signalering	   (EFSA	   2013,	   OECD	   2012a).	   Det	   är	  möjligt	   att	   störningar	   i	   icke-­‐EATS	  modaliteter	   kan	   upptäckas	   i	   effektstudier	   (Nivå	   4	   &	   5),	   men	   standardiserade	  mekanistiska	  studier	  för	  att	  hitta	  verkningssättet	  finns	  dock	  inte	  i	  dagsläget	  (EFSA	  2013,	  OECD	  2012a).	  	  	  En	   stor	   brist	   i	   testmetoderna	   för	   däggdjur	   är	   att	   inget	   enskilt	   test	   finns	   där	  exponeringen	  sker	  under	  en	  hel	  livscykel,	  från	  foster	  till	  hög	  ålder	  (Kortenkamp	  m.	  fl.	   2011,	   EFSA	   2013).	   Det	   betyder	   att	   effekter	   från	   exponering	   under	   känsliga	  perioder	   som	   syns	   först	   vid	   åldrandet	   inte	   upptäcks.	   Vidare	   ifrågasätts	   gnagare	  som	   modelldjur	   för	   människan	   i	   fråga	   om	   specifika	   mänskliga	   fenomen	   och	  sjukdomar	   som	   endometrios,	   bröstcancer,	   metaboliskt	   syndrom	   och	   menopaus	  (Kortenkamp	   m.	   fl.	   2011,	   EFSA	   2013).	   Positiva	   kontroller	   är	   inte	   ett	   krav	   i	  standardstudierna,	   eftersom	   själva	   standardiseringen	   ansetts	   ersätta	   behovet.	  Positiva	   kontroller	   vore	   speciellt	   viktigt	   för	   att	   säkerställa	   att	   testupplägget	   och	  djurstammen	   överhuvudtaget	   är	   känslig	   för	   till	   exempel	   låg-­‐dos	   effekter	   (I:	  Vandenberg	  m.	  fl.	  2012).	  	  	  
3.7	  EU:s	  kemikalieförordning	  	  
	  	  REACH-­‐förordningen	   (Registration,	   Evaluation,	   Authorisation	   and	   Restriction	   of	  Chemicals)	   EG/1907/2006	   är	   en	   förordning	   om	   registrering,	   utvärdering,	  godkännande	   och	   begränsning	   av	   kemikalier.	   Den	   inbegriper	   industri-­‐	   och	  konsumentkemikalier	  inom	  EU	  och	  syftet	  är	  att	  förbättra	  kemikaliesäkerheten	  för	  människor	   och	   miljön.	   	   Ett	   stort	   ansvar	   läggs	   på	   industrin	   i	   stället	   för	   på	  myndigheterna,	  och	  industrin	  måste	  visa	  att	  en	  kemikalie	  är	  säker.	  Under	  REACH	  bildas	  en	  tillståndsförteckning	  över	  kemikalier	  vars	  användning	  är	  förbjuden	  utan	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  specialtillstånd,	   och	   innan	   det	   kan	   den	   bli	   listad	   på	   en	   kandidatlista	   över	  kemikalier	  som	   inger	  mycket	  stora	  betänkligheter	   (SHVC,	  Substance	  of	  very	  high	  concern).	  Det	  är	  även	  möjligt	  att	  begränsa	   t.ex.	  ett	  visst	  användningsområde.	  Till	  SHVC-­‐kategorin	  hör	  karcinogena,	  könsmutagena	  och	  reproduktionstoxiska	  ämnen,	  	  samt	  långlivade,	  bioackumulerande	  och	  toxiska	  eller	  mycket	  långlivade	  och	  mycket	  bioackumulerande	  ämnen.	  Till	  denna	  grupp	  klassas	  även	  hormonstörare	  för	  vilka	  det	   finns	   "vetenskapliga	   belägg	   för	   sannolika	   allvarliga	   effekter"	   på	   människors	  hälsa	  (EG/1907/2006,	  art.	  57	  f).	  REACH	  innehåller	  standardinformationskrav	  som	  bland	   annat	   beror	   på	   årlig	   tillverkning/importmängd	   i	   EU,	   vilket	   framkommer	   i	  Tabell	  2.	  Flera	  tester	  utförs	  ifall	  det	  t.ex.	  finns	  misstankar	  och	  framkommer	  tecken	  på	   allvarliga	   effekter,	   men	   tabellen	   kan	   ses	   som	   en	   minimistandard	   i	   fall	   där	  ingenting	  misstänks	  på	  basen	  av	  tidigare	  tester.	  
 I	   28-­‐	   och	   90-­‐dagars	   studierna	   exponeras	   råttor	   för	   kemikalien	   oralt	   en	   gång	   i	  dygnet	   i	   28	   eller	  90	  dagars	   tid.	   Exponeringen	   startar	   efter	   att	   de	   avvants,	   före	  9	  veckors	  ålder.	  Det	  krävs	  minst	  5	  djur/kön/dos	   i	  28-­‐dagars	  studien,	  och	  minst	  10	  djur/kön/dos	   i	  90-­‐dagars	  studien.	  Minst	   tre	  doser	  plus	  kontroll	   rekommenderas.	  Den	  högsta	  dosen	  borde	  orsaka	  toxisk	  effekt,	  och	  den	  lägsta	  dosen	  borde	  vara	  utan	  
Produktion	   >1	  t/år	   >10	  t/år	   >100	  t/år	   >1000	  t/år	  Upprepad	  dosering	  	  
	   28-­‐dagars	  studie	  (OECD	  TG	  407)	   90-­‐dagars	  studie	  (OECD	  TG	  408)	   90-­‐dagars	  studie	  (OECD	  TG	  408)	  
Reproduktions-­‐toxicitet	  
	   Reproduktions-­‐	  screening	  test	  (OECD	  TG	  421)	  	  
Prenatal	  utvecklingstoxisk	  studie	  (OEDC	  414)	  
Förlängd	  1-­‐generations	  reproduktionstoxicitetsstudie	  	  (OECD	  TG	  443)	  
Tabell	  	  2.	  Standardinformationskrav	  som	  ingår	  i	  REACH-­‐förordningen	  relevanta	  för	  hormonstörare.	  Testen	  utförs	  enligt	  produktionsmängden	  samt	  särskilda	  regler.	  Motsvarande	  OECD	  försöksriktlinjer	  inom	  parentes	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effekt.	   I	   studien	  observeras	  djurens	  allmänna	  beteende,	   reaktion	  på	   stimuli,	   vikt,	  mat	   och	   vattenintag,	   hematologi,	   klinisk	   biokemi,	   urinalys,	   organvikter,	  makropatologi	  och	  histopatologi	  (OECD	  2008,	  OECD	  1998).	  	  	  I	  reproduktionsscreeningtestet,	  TG	  421,	  sker	  exponeringen	  oralt	  en	  gång	  i	  dygnet	  på	   10	   djur/kön/dos	   i	   två	   veckor	   innan	   djuren	   parar	   sig.	   Exponeringen	   av	   hanar	  fortsätter	   i	   28	  dygn	  och	   sedan	  avlivas	  de.	  Exponeringen	  av	  honor	   fortsätter	  hela	  dräktigheten	  (ca	  22	  d)	  och	  13	  dagar	  efter	  förlossningen,	  då	  alla	  djur	  avlivas.	  Efter	  förlossningen	  kontrolleras	  ungarnas	  antal,	   kön,	   andel	  dödfödda,	   avsevärt	  mindre	  ungar	  och	  större	  abnormaliteter.	   I	  och	  med	  en	  ny	  uppdatering	  av	   testet	  mäts	  nu	  även	  anogenital	  distans,	  tyroidhormon	  T4,	  och	  antal	  bröstvårtor	  hos	  hanungar.	  De	  vuxna	   djuren	   observeras	   för	   allmänt	   beteende,	   vikt,	   mat-­‐	   och	   vattenintag,	  vaginalcytologiskt	   prov,	   antal	   implantationspunkter,	   T4	   samt	   organvikter	   och	  histopatologi	  för	  reproduktionsorganen	  (OECD	  2016).	  	  I	  den	  prenatala	  utveckingstoxiska	  studien,	  TG	  414,	  exponeras	  dräktiga	  honor	  från	  implantationen	  (ca	  5	  dagar	  efter	  parning)	  tills	  en	  dag	  före	  beräknad	  förlossning	  då	  de	  avlivas.	  Gruppstorleken	  är	  20	  honor/dos.	  Honornas	  vikt	  och	  allmänt	  beteende	  observeras	   och	   vid	   avlivningen	   undersöks	   livmodern	   och	   dess	   innehåll.	   Fostren	  undersöks	   för	  yttre	  avvikelser	  samt	  mjukvävnads	  och	  skeletala	  avvikelser	  (OECD	  2001a).	  
 I	   den	   förlängda	   1-­‐generationsreproduktionstoxicitetsstudien	   exponeras	  föräldragenerationen	   (P)	   (20	   djur/kön/dos)	   från	   två	   veckor	   före	   parning,	   under	  dräktigheten	  och	  fram	  till	  avvänjning	  av	  ungarna.	  Ungarna	  (F1)	  fortsätter	  sedan	  att	  exponeras	  under	  sin	  utveckling.	  De	  delas	  in	  i	  flera	  olika	  kohortgrupper.	  	  1A	  (20+20	  djur)	  och	  1B	  (20+20	  djur)	  undersöks	  för	  reproduktionstoxicitet,	  2A	  (10+10	  djur)	  och	  2B	   (10+10	  djur)	  undersöks	   för	  neurotoxicitet,	   3	   (10+10	  djur)	  undersöks	   för	  immunotoxicitet	   och	   resten	   bildar	   en	   överloppsgrupp.	   1B	   kohorten	   går	   att	  använda	   för	  att	  producera	  ytterligare	  en	  generation	  (F2).	  Tiden	   före	  parning	  och	  dräktighetstiden	   mäts.	   Efter	   förlossning	   kontrolleras	   ungarnas	   antal,	   kön,	   andel	  dödfödda,	   avsevärt	   mindre	   ungar,	   större	   abnormaliteter	   och	   utvecklingen	   följs	  med.	   Djuren	   observeras	   för	   allmänt	   beteende,	   vikt,	   mat-­‐	   och	   vattenintag,	  
24	  	  
anogenital	   distans,	   hanliga	   bröstvårtor	   samt	   tidpunkt	   för	   pubertet.	   I	   kohort	   1A	  undersöks	   estrus	   cyklicitet,	   spermieutvärdering,	   hematologi,	   klinisk	   biokemi,	   T4,	  TSH,	   i	   kohort	   2	   görs	   neurologiska	   funktionstester,	   neuropatologiska	  undersökningar	  och	  i	  kohort	  3	  undersöks	  antikroppsrespons.	  F1	  avlivas	  beroende	  på	   kohorten	   vid	   3-­‐14	   veckors	   ålder.	   Vid	   avlivning	   undersöks	   organvikter,	  makropatologi	  och	  histopatologi	  (OECD	  2011).	  	  	  28-­‐	  och	  90-­‐dagars	  studierna	  saknar	  exponering	  under	  kritiska	  skeden.	  Det	  är	  alltså	  i	   vissa	   fall	   först	   substanser	   som	   produceras	   på	   >1000	   ton/år	   som	   kräver	   en	  generationsstudie	   där	   exponeringen	   sker	   under	   kritiska	   skeden.	   I	   de	   kortare	  reproduktionstesten	   (TG	   421	   och	   414)	   sker	   exponering	   även	   under	  graviditetstiden,	   men	   effektmåtten	   för	   fertilitet	   och	   dräktighet	   undersöks	   hos	  föräldragenerationen,	   och	   exponeringen	   sker	   därför	   inte	   under	   kritiska	  utvecklingsperioder	  (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  För	   att	   identifiera	   verkningssätt	   borde	   OECD	   Nivå	   2-­‐analyser	   implementeras	   i	  lagstiftningen	   och	   dessa	   kunde	   även	   användas	   för	   screening	   av	   kemikalier	   som	  används	  i	  mindre	  tonmängder	  (I:	  Kortenkamp	  m.	  fl.	  2011).	  	  	  	  
4	  BISFENOL	  A	  
	  Bisfenol	  A	   (BPA)	  är	  en	   substans	  använd	   inom	  plastindustrin	   som	  monomer	  eller	  tillsats	  vid	  tillverkning	  av	  bland	  annat	  polykarbonatplast	  och	  epoxiharts.	  BPA	  ger	  polykarbonaten	   genomskinlighet	   och	   styrka,	   och	   används	   i	   flaskor	   och	   kärl	  avsedda	   för	   mat	   och	   dryck	   (EFSA	   2015b).	   BPA	   används	   i	   epoxiharts	   som	  skyddslager	  på	   insidan	  av	  konserv-­‐	  och	   läskburkar.	   I	  Finland	  används	  epoxiharts	  gjord	   av	  BPA	   för	   laminering	   av	   vattenledningar	   i	   fastigheter	   (Kekki	  m.	   fl.	   2007).	  	  BPA	   finns	   även	   i	   många	   andra	   produkter	   som	   kassakvitton,	   däck,	   medicinska	  tillbehör	  i	  PVC,	  vissa	  målfärger	  och	  brandskydd.	  Största	  exponeringen	  kommer	  via	  föda	   (EFSA	   2015a).	   	   Den	   näst	   största	   exponeringen	   är	   transdermal	   från	  kvittopapper	  (EFSA	  2015b).	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  Inom	  EU	  är	  BPA	  förbjudet	  att	  användas	  i	  nappflaskor	  (2011/8/EU).	  Annars	  är	  det	  tillåtet	  att	  använda	  som	  kontaktmaterial	  för	  föda	  och	  inom	  EU	  finns	  ett	  gränsvärde	  för	  specifik	  migration	  på	  0,6	  mg	  BPA	  per	  kilogram	  livsmedel	  (2011/10/EG).	  Trots	  att	   BPA	   är	   en	   substans	   för	   vilken	   det	   finns	   rikligt	   med	   studier,	   har	  riskbedömningen	   visat	   sig	   vara	   problematisk.	   Regleringen	   av	  BPA	   går	   ändå	   hela	  tiden	   framåt.	   Frankrike	   har	   nyligen	   föreslagit	   BPA	   som	   en	   SVHC-­‐kandidat	   för	  tillståndsförteckningen	   under	   REACH	   (ECHA	   2016a).	   Riskbedömningskommittén	  vid	  ECHA	   (Europeiska	  kemikaliemyndigheten)	  har	  bedömt	   att	   det	   är	   nödvändigt	  att	  höja	  BPA:s	  klassificering	  som	  reproduktionstoxiskt	  ämne	  från	  kategori	  2	  (vissa	  belägg	   för	   reproduktionstoxicitet)	   till	   kategori	   1B	   (tydliga	   belägg)	   (ECHA	   2014).	  	  ECHA	  har	  även	  inom	  ramen	  för	  REACH	  föreslagit	  att	  begränsa	  BPA	  i	  kvittopapper.	  I	  deras	   riskbedömning	   beräknas	   exponeringen	   hos	   kassaarbetare	   överstiga	  rekommendationerna,	   och	   fostret	   hos	   gravida	   kvinnor	   konstateras	   därför	   vara	  utsatt	   för	   risk.	   Av	   alternativen	   för	   att	   hantera	   risken	   var	   begränsning	   det	  effektivaste	  (ECHA	  2015).	  	  
4.1	  EFSA:s	  riskbedöming	  
	  EFSA	  har	  gjort	  en	  omfattande	  riskbedömning	  av	  BPA,	  där	  man	  evaluerar	  risken	  för	  allmänheten.	   Trots	   att	   EFSA	   utvärderar	   livsmedelssäkerheten	   har	   man	   förutom	  exponering	  via	  mat	  och	  dryck	  tagit	  i	  beaktande	  även	  yttre	  exponeringsvägar	  i	  form	  av	  leksaker,	  damm,	  kvittopapper	  och	  kosmetik.	  Inom	  EU	  är	  TDI-­‐värdet	  4	  μg/kg/d.	  De	  högsta	  exponeringsscenarierna	  via	  mat	  och	  dryck	  är	  för	  barn	  i	  åldern	  0,5-­‐3år,	  medan	   det	   högsta	   sammanlagda	   exponeringsscenariot	   är	   för	   ungdomar	   (1,449	  μg/kg/d).	   Detta	   ligger	   nästan	   trefaldigt	   under	   TDI-­‐värdet	   och	   den	   allmänna	  befolkningen	  bedöms	  därför	  inte	  vara	  utsatt	  för	  risk.	  I	  riskbedömningen	  av	  BPA	  år	  2015	   sänkte	   EFSA	   (2015b)	   TDI-­‐värdet	   från	   år	   2006	   på	   50	   μg/kg	   till	   4	   μg/kg.	  Studierna	   värdet	   baserar	   sig	   på	   är	   samma	   standardiserade	  multigenerationsstudier	   som	   tidigare,	   där	   NOAEL-­‐värdet	   är	   5000	   μg/kg.	   I	   den	  senaste	  riskbedömningen	  använde	  EFSA	  BMD-­‐metoden	  för	  att	  identifiera	  BMDL10-­‐värdet	  8960	  μg/kg	   för	  effektmåttet	  njurvikt	   som	  utgångspunkt.	  Beroende	  på	  hur	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man	   tolkar	   effektmåtten	   från	   studier	   får	   man	   olika	   startpunkter,	   till	   exempel	  identifierades	   i	   samma	   studie	   hypertrofi	   av	   levercellerna	  med	   det	   lägre	   BMDL10	  3460	  μg/kg,	  men	  effekten	  ansågs	  adaptiv	  (EFSA	  2015b).	  	  	  Proliferativa	  förändringar	  i	  bröstkörteln	  är	  undersökta	  i	  ett	  antal	  studier,	  varav	  en	  standardiserad.	  Sambandet	  mellan	  exponering	  och	  effekt	  bedöms	  som	  sannolik	  vid	  faroidentifieringen	   (EFSA	   2015b).	   Effekten	   togs	   vidare	   för	   dos-­‐respons	  bedömning,	   men	   den	   enda	   standardiserade	   studien	   (Delclos	   m.	   fl.	   2014)	  konstaterades	  ha	  för	  stora	  konfidensintervall	  och	  sakna	  tydlig	  dos-­‐respons	  för	  att	  den	   ska	   gå	   att	   använda	   vid	   farokarakterisering	   (EFSA	   2015b).	   LOAEL	   varierade	  mellan	   studierna	   från	   25	   ng/kg	   till	   2500	   μg/kg	   (EFSA	   2015b).	   Effekten	   på	  bröstkörteln	   togs	   i	   stället	   i	   beaktande	   genom	   att	   man	   lade	   till	   en	   extra	  säkerhetsfaktor	  på	  6	  i	  TDI-­‐värdet.	  	  	  
4.2	  Alternativa	  NOAEL	  
	  EFSA:s	   riskbedömning	   illustrerar	   hur	   svårt	   det	   är	   att	   använda	   studier	   för	  farokarakterisering.	   I	  Delclos	  (2014)	  studie	  som	  var	  den	  enda	  tillräckligt	  robusta	  och	  utförd	  enligt	  GLP	  hade	  en	  oförklarlig	  kontamination	  av	  kontrollerna	  skett.	  Det	  är	  ett	  problem	  man	  kan	  stöta	  på	  vid	  studier	  av	  kemikalier	  som	  är	  svåra	  att	  utesluta	  helt	   från	   livsmiljön	   trots	   aktiva	   försök.	  Man	   kan	   fråga	   sig	   om	   inte	   beläggen	   som	  helhet	   ger	   en	  bättre	  bild,	   snarare	   än	   att	   fokusera	  på	   enskilda	  nyckelstudier.	   I	   en	  rapport	   för	   svenska	   kemikalieinspektionen	   har	   Beronius	   &	   Hanberg	   (2012)	  granskat	   effekten	  av	  BPA	  på	  bl.a.	   bröstkörteln.	   Flera	   av	   studierna	  de	  går	   igenom	  konstateras	   ha	   brister,	   men	   deras	   tillvägagångssätt	   fokuserar	   på	   beläggen	   som	  helhet	   och	   inte	   på	   enskilda	   studier.	   De	   identifierar	   ett	   NOAEL	   på	   25	   μg/kg	   för	  effekterna	  på	  bröstkörteln	   (Beronius	  &	  Hanberg	  2012).	   I	   tabell	  3	  presenteras	  ett	  urval	   både	   tidiga	   "känsliga"	   effektmått	   och	   strukturella	   effektmått	   samt	   deras	  NOAEL/LOAEL	  .	  	  Den	   statistiska	   analysen	   av	   Delclos	   m.	   fl.	   (2014)	   studie	   gjordes	   om	   av	   National	  Food	  Institute,	  Technical	  University	  of	  Denmark	  (DTU)	  (2015),	  och	  Delclos	  studie	  	  
27	  	  
	  Effektmått	   LOAEL	   NOAEL	   Studie	  (djurstam)	  Förändring	  i	  proteininnehållet	  i	  mjölkkörteln	  relaterat	  till	  cell	  transition,	  proliferation,	  differentiering	  och	  signalering	  	  	  
25	  μg/kg	   -­‐	   Betancourt	  m.	  fl.	  2010	  	  (SD	  råtta)	  
Förändring	  i	  genexpression	  i	  mjölkkörteln	  relaterat	  till	  bl.	  a.	  immunfunktion,	  cellproliferation	  och	  differentiering	  	  
25	  μg/kg	   -­‐	   Moral	  m.	  fl.	  2008	  (SD	  råtta)	  
Förändring	  i	  epitelstrukturen	  i	  bröstkörteln	  	  
250	  μg/kg	   25	  μg/kg	   Moral	  m.	  fl.	  2008	  (SD	  råtta)	  
Ökad	  densitet	  i	  de	  epiteliala	  knopparna	  (mammary	  buds)	  och	  accelererad	  utveckling	  av	  bröstkörteln	  	  
400	  μg/kg	   -­‐	   Tharp	  m.	  fl.	  2012	  (Rhesus-­‐apa)	  
Ökat	  antal	  mjölkkörtelgångs-­‐strukturer	   2700	  μg/kg	  80	  μg/kg	   840	  μg/kg	  25	  μg/kg	   Delclos	  m.	  fl.	  2014	  Statistisk	  analys	  av	  DTU	  2015	  (SD	  råtta)	  	  Ökad	  tillväxt	  av	  mjölkkörtelvävnad	  hos	  hanråttor	  	  
25	  μg/kg	   -­‐	   Mandrup	  m.	  fl.	  2016	  (Wistar	  råtta)	  Hyperplasi	  i	  mjölkkörtelgången	  	   250	  μg/kg	   25	  μg/kg	   Mandrup	  m.	  fl.	  2016	  (Wistar	  råtta)	  Ökad	  njurvikt	  (grund	  till	  den	  nuvarande	  riskbedömningen)	  
50	  000	  μg/kg	   5	  000	  μg/kg	   Tyl	  m.	  fl.	  2008	  (CD-­‐1	  mus)	  
Tabell	  3.	  LOAEL/NOAEL	  för	  olika	  effektmått	  relaterade	  till	  mjölkkörteln	  i	  enskilda	  BPA	  studier.	  Effektmåtten	  varierar	  från	  genexpression	  till	  strukturella	  fröändringar	  
28	  	  
	  konstaterades	  då	  ha	  en	  LOAEL	  80	  μg/kg	  och	  NOAEL	  på	  25	  μg/kg.	  DTU	  deriverar	  på	  basen	  av	  detta	  ett	  eget	  TDI	  på	  0,7	  μg/kg,	  och	  de	  anser	  att	  EFSA:s	  riskbedöming	  är	  otillräcklig	   för	   att	   skydda	  mot	   hormonstörande	   effekter	   av	   BPA.	   Exemplet	   visar	  hur	  olika	  resultat	  man	  med	  samma	  data	  kan	  komma	  till.	  	  
4.3	  Ersättare	  till	  BPA	  
	  Kontroversen	  kring	  BPA	  har	  fått	  konsumenterna	  på	  sin	  vakt	  och	  plastindustrin	  har	  reagerat	   genom	  att	   ersätta	  BPA	   i	  många	  konsumentprodukter	  och	  marknadsföra	  produkterna	   som	   BPA-­‐fria.	   Problemet	   är	   att	   ersättarna	   BPS	   och	   BPF	   är	  strukturanaloger	   till	   BPA	   och	   verkar	   ha	   likadana	   hormonstörande	   egenskaper	  (Rochester	   &	   Bolden	   2015).	   I	   brist	   på	   lagstadgade	   testkrav	   med	   relevans	   för	  hormonstörare	  är	  det	  dock	  möjligt	  att	  införa	  dem	  på	  marknaden.	  	  	  	  
5	  DISKUSSION	  	  
	  Syftet	   med	   litteraturundersökningen	   var	   att	   begrunda	   problematiken	   kring	  hormonstörare	   och	   riskbedömningen	   av	   dem.	   Hormonstörare	   har	   bland	  toxikologer	   varit	   föremål	   för	   debatt	   redan	   i	   flera	   decennier,	   och	   det	   finns	  fortfarande	   mycket	   divergerande	   åsikter	   gällande	   hur	   forskningsresultaten	   ska	  tolkas.	   Då	  man	   läser	   olika	   artiklar	   blir	  man	   lätt	   villrådig	   eftersom	   åsikterna	   och	  resultaten	  som	  presenteras	  ofta	  är	  direkt	  motstridiga.	  	  Det	  existerar	  ingen	  konsensus	  ifall	  "känsliga	  effektmått"	  ska	  anses	  vara	  en	  negativ	  effekt,	   eller	   enbart	   räknas	   som	  en	  adaptiv	   effekt.	   Ju	  mer	  man	   i	   framtiden	   förstår	  mekanismen	   bakom	   enskilda	   sjukdomsförlopp,	   desto	   bättre	   kommer	   man	   att	  kunna	   bedöma	   risken	   med	   även	   enskilda	   känsliga	   effekter.	   De	   traditionella	  testerna	  går	  även	  att	  förbättra,	  för	  att	  man	  t.ex.	  ska	  kunna	  testa	  exponering	  under	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känsliga	   perioder	   tillsammans	  med	   lång	   latenstid.	   Mer	   vikt	   kunde	   läggas	   på	   att	  bättre	  använda	  de	  sammanlagda	  resultaten	   från	  olika	  studier	   (transkriptomik,	   in	  silico,	  in	  vitro	  och	  epidemiologiska),	  vilket	  kan	  stöda	  in	  vivo	  resultat.	  De	  kan	  även	  ge	  mer	  tyngd	  åt	  resultaten	  som	  helhet,	  trots	  att	  brister	  skulle	  finnas	  i	  in	  vivo	  data.	  Vandenberg	   m.fl.	   (2016)	   har	   som	   exempel	   presenterat	   ett	   systematiskt	  tillvägagångssätt	  för	  att	  så	  objektivt	  som	  möjligt	  kunna	  utvärdera	  olika	  slags	  data.	  	  Samtidigt	   bör	   man	   även	   komma	   ihåg	   att	   traditionella	   toxikologiska	   tester	   inte	  nödvändigtvis	   kan	   förutsäga	   effekten	   på	   populationsnivå,	   och	   de	   tar	   inte	   i	  beaktande	   kombinationen	   med	   andra	   riskfaktorer.	   I	   en	   tid	   då	   vi	   redan	   vet	   att	  många	   sjukdomar	   är	   multifaktoriella	   kan	   den	   traditionella	   toxikologin	   kännas	  väldigt	  främmande.	  En	  stor	  utmaning	  är	  att	  bedöma	  hur	  vi	  påverkas	  av	  exponering	  för	  blandningar,	  eftersom	  riskbedömningen	   idag	   främst	  är	   fokuserad	  på	  enskilda	  kemikalier.	   Särskilt	   för	   hormonstörare	   med	   liknande	   mekanism	   kan	  totalexponeringen	   i	  verkligheten	  utgöra	  en	  risk.	  Att	  gruppera	  hormonstörare	  blir	  därför	   aktuellt,	  men	   samtidigt	   är	   sluteffekten	   det	   kritiska	   och	   inte	  mekanismen.	  Därför	   krävs	   större	   insikt	   i	   vilka	   olika	   mekanismer	   som	   tillsammans	   påverkar	  samma	  negativa	  effekt.	  I	  all	  riskbedömning	  spelar	  exponeringsberäkningen	  en	  stor	  roll.	   För	   att	   kunna	   undersöka	   effekten	   av	   blandningar	   bör	   man	   sträva	   efter	  noggrannare	  estimeringar	  av	  hurudana	  blandningar	  människor	  utsätts	  för.	  	  Med	   tanke	   på	   att	   tusentals	   studier	   utförts	   på	   vissa	   hormonstörare	   utan	   att	   nå	  konsensus,	   så	   kommer	  man	   inte	   ifrån	   det	   ohållbara	   i	   hur	   regleringen	   av	  mindre	  utforskade	   och	   nya	   kemikalier	   ser	   ut.	   Det	   blir	   kontraproduktivt	   att	   till	   exempel	  byta	   från	   ett	   välutforskat	   kontaktmaterial	   till	   ett	   annat	   som	   är	   outforskat.	   För	  beslutsfattarna	   leder	   ovissheten	   till	   en	   svår	   balansgång	   mellan	   att	   skydda	  industrin	  och	  att	  skydda	  folkhälsan,	  vilket	  Gore	  m.fl.	  (2016)	  poängterar.	  Vore	  det	  i	  slutändan	  mest	  kostnadseffektivt	  att	  utesluta	  hormonell	  aktivitet	  helt	  och	  hållet	   i	  ett	   tidigt	   skede	   av	   utvecklingen	   av	   ett	   kontaktmaterial?	   Ett	   initiativ	   finns	   redan	  (Tiered	   Protocol	   for	   Endocrine	   Disruption,	   TIPED)	   där	   man	   sållar	  kemikalieprototyper	   för	   endokrin	   aktivitet.	   Via	   känsliga	   sållningar	   kunde	   man	  undvika	   att	   en	   ny	   substans	   först	   långt	   senare	   visar	   sig	   leda	   till	   negativa	  hälsoeffekter.	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  Metoderna	   utvecklas	   hela	   tiden	   och	   genererar	   stora	   mängder	   information	   (t.ex.	  transkriptomik-­‐data	  för	  en	  kemikalie,	  och	  in	  silico-­‐data	  för	  liknande	  ämnen).	  Det	  är	  bara	  en	  tidsfråga	  innan	  vi	  lär	  oss	  tolka	  informationen	  och	  kan	  utnyttja	  den	  bättre	  även	   för	   riskbedömningen,	   och	   inte	   behandla	   den	   bara	   som	   sidoinformation.	  Datateknik	   och	   artificiell	   intelligens	   är	   på	   ropet	   inom	   alla	   områden	   idag,	   och	  kommer	  säkert	  en	  dag	  att	  kunna	  utnyttjas	  för	  att	  evaluera	  all	  fakta,	  för	  att	  utesluta	  den	  mänskliga	   faktorn.	  Samtidigt	  kommer	  riskbedömningen	   i	   slutändan	  alltid	  att	  vara	   beroende	   av	   ett	   övervägt	  mänskligt	   beslut,	   eftersom	  många	   olika	   intressen	  vägs	  mot	  varandra.	  	  	  En	  annan	  aspekt	   inom	  riskbedömningen	  är	  hur	  mycket	  ansvar	  man	  kan	   lägga	  på	  användaren.	   Konsumentbeteende	   påverkar	   exponeringen	   och	   mer	   oberoende	  information	   kunde	   spridas	   i	   fråga	   om	   detta.	   Hur	   plastmaterial	   används,	   t.ex.	   i	  mikrovågsugn	  och	  diskmaskin,	   samt	  även	   slitage,	  påverkar	  hur	  mycket	  BPA	   som	  överförs	   i	   maten.	   Att	   följa	   tillverkarnas	   instruktioner	   är	   inte	   nödvändigtvis	   en	  självklarhet	   då	   plastmaterial	   i	   köket	   blivit	   en	   så	   vardaglig	   sak.	   I	   fråga	   om	  hormonstörande	   ämnen	   som	   kan	   påverka	   fostret	   är	   individen	   som	   är	   utsatt	   för	  risk	  ändå	  inte	  den	  som	  valt	  att	  ta	  risken.	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